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rrnvif attn ft TmT nations 

La present* invention conceme des compositions a base d'arides nucleiques. 
leu r preparation et leur utilisation. Plus particulierement. elle conceme des 
co^pZoas comprenant au mdns un acide nucleique et certau. polypes 
^ues. et leur utilisation pour le transfert d'acides nucle^es dans les cellules, 
notamment en therapie genique. 

u «« P ie «uv «—» » - dMidence ou T 

(mutation expression aberrante. e.c) ou a assurer repression d'une prottoe dmteret 
«r P ar induction dune in— gen«i,ue dans k cellule ou I'c^ne 
S d Legation gWtique peu, etre intrcduite ** in vitro dans une ceUule 
Lite de Vorgane, U cellule modifiee tan, aiors reintroduce dans iqw «* 
«n in vivo dans le dssu appropH, Dirferen.es .ecHniques on. «e ecn.es 
^le lansfer, de cette information genedoue, parmi lesquelles 
5L. de implied des obexes d'ADN e. de DE^r» 

i I v;rnl 1 (19 67) 891), d'ADN et de proteines micleaires (Kaneda et aL, 

d'ADN e. de polyiysine. 1'emp.oi de lip^es (Mey e. 1, J.***- 2K09W 
,0431) etc. Plus recemmen., 1'emploi de virus comm. v«c«urs pour 1« trmtat de 
L es, apparu comme une alternative promeneuse a ces techntques 
^sic.chWquTde transfer A ce. egard. differents virus on, e.e testes pourleur 
Llite a Wecter certain* populations ceUulaires. En partfculier, les retrovirus (RSV, 
HMS. MMS. etc), le virus HSV. les virus adenc-associes. et les adenovuus. 

Toutefois. les techniques developpees jusqu'a present ne permettent pas de 
rtsoudre de maniere satisfaisan* les difficult liees au transfert de gines dans *s 
Znm et/ou Vorgarusme. En partalie, les problemes life , la fKnetratron de laode 
^fd- its ceUules ne son, pas element *d» En erfe, la natu, 
Sonique des acides nucleiques. n_, prtvient leur passage a trave. les 
^eLtanes ceUulaires SB a tt montre que les acides nudeiques nus son. capables de 
, Z:T, men^e plague de certain, ^ «Uulau*s * ™ 

la demande n° WO90/11092) . 1'efficaci.e de transfection reste assez fatble. De plus les 

^ nuciaque nus on. une demi-vie plasmatique courte. 

degrcdauon pa, les enxvmes e, de leur elimination par les votes unnatres. Par atUeuts, 
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i „ vte recombir*n,s Pe™nen, damenorer Mac-* * * 
nufcique, leur emploi prtsente chains nsques tels que U ****** U 
^Lion la replication, la ^tata U tta^fc^nauon. tamunogemc,*. 

presente certaines diff icultes. 

La presente invention apporte une solution avanttgeuse a ces differents 
^obleraes ^demander^ a en effet montre que certains polyrr^c^onK,ues 
£TT*. propria parucuHerement avantageuses pour >e traosfer, daodes 
ZZL JZc**. * vi«o comrne h vivo. En outre ces po^en* 
Vavantage M. facUemen, accessible, e, peu couteu*. LWsaaon des 
^ auoniqLselonl— ^e, .galemen. defies ^en. nes 
S de vecLs viraux (dangers ^ taule limi.ee du gene tnnsfere. ^ 
eleve, etc). 

Plus particulierement, la presente invention reside dans la mise en evidence 
15 des proprietes transfectantes des polymeres de formule (I) : 

JlN-(CH 2 ) n -- 

R (I) 



dans laquelle 

-Rpeutetreun atome dTiydrogene ou un groupe de formule 

I ( ch 2 vn1 

L J q 



20 



- n est un nombre entier compris entre 2 et 10; 

- o et q sont des nombres entiere, 

ton, entel que U somme m est *Ue que k folds moltauaire moyen du polyme* 

?=> soil compris entre 100 et 10 7 Da. . 

Test entendu que. dans la fcmule (I) la valeur de n peu. vaner entre k, 
motifs p. Ainsi, la Ink (1) regroupe a lafois les homopolymtos e, I. 
heteropolymeres. 
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Un premier objet de Vinvention reside done dans une composition comprenant 
au moins un acide nucleique et un polymere cationique de formule generale (I) telle 
que definie ci-4essus. 

L'invention concede element I'utffisauon des polymeres cauoniques de 
formule <I> pour le mnsfer. tf.cides nucleiques dans les cellules. 

Plus prefereaueUemeat. dans 1* formule (D. n est compris entre 2 et 
prtouiier! les polymerea de polyethylene imine (PE1) e. polypropylene rmrne <PPI> 
presents des propriety tout i tot avantageuses. 

Lea polymeres preferes pour la mise en oeuvre de la preseme invention son, 
ceux don, le poids moleculaire est compis entre llP e, Ml*. A utre d^emple on 

C.y^^^^ m " moye " 800 000 ° a * m0m - 

Les polymeres utilises dans 1= cadre de la presente invention peuvent etre 
obKnus de ^rentes maaieres. Bs peuvent tout d'aborf synthases 
chimiquerrient a p«* du monomfce «xrespondan, en condidons de po ymensanon 
anJoue (par exemple polymerisation de 1'ethy.ene immme). ou par reducbon de 
^Lea o*enus par polycondensauon de diacidea avec dea d*nunes, ou encore 
TZL dunines obtenues par ^lycondensauon de diaKehydes avec des 
Line, Pa, aineurs. un certtin nombre de ces polymer son. accesaib.es 
commercial, tela que noummen, le PEI50K ou le PH800K. 

Pour obtenir un effet optimum des compositions de Invention, les 

-s~cth.es du polymere et de Vacide nucleique sont de preference 

SST que >e Z£ molaire R = amines du pr*- / P« * 

r^ucleique soi, compos entre 0,5 e, 50; plus prefe—en. en« 5 e 30 
= Des result tout prtculieremen. avantageu* son. obtenus en uUhsant de 5 a 15 
^ents famines de polymere par charge dacide nuclei,ue. Ce 

Lndu etre .dap* V I*™* du OT ^ „ 

ad/uvan, (voir ci-.pres>. de Vacide nucleique. de la ceUule cibie e. du 

mode d'administration utilise. 
0 Dans lea compositions de la presente invention, 1'acide nucleique peut are 

ausai bieo un acide desoxyribonucleique qu'un acide ribonucleique. II peut ftp de 
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rVnririne nature ou artificielle. et notamment d'ADN genomique, 
^ d'ARNr, de fences ^es ou de s^s 
t ^te nuc i« que peut avou- une tulle 

^Se^T^clLe au cn_e. C — — 

10 vecteurs plasmidiques. 

pte paricnuierernen. les acides disoxyribonucleiques. as peuven. 
, *~ hi. Mn. Ces acides desoxyribomicleiquespeuventporterdesgei.es 

Telsandseas.desregionsdeUaison.d'auuescomposar.sceUula^.e^ 
15 ^ Au seas de 1— . on entend par gene ft fcapeutique ™*\°» 
eene Jan, pour «n produi, proteique .van. « e«e< thfc.peuuque. U produ. 
8 • ^LTcode pent etre une proline, un pepdde. «c. Ce produi. proteique peu, 
^ 7 oTr^isTvis de la^lule cible «W* « J"** qui est 
ette ^'f^^ ,a ^ ^ loreque ceUe-ci ne present aucune 
nor^alemen. «^ ^ ^ de ^ 4 

adv. en raison d'une modification, ou encore de surexpnmer ladne 
££TlT£ *«ue peu. aussi coder pour «n muUntdW p^teine 
^ule une MUM accrue, une acuvne mcdif iee, eu, U produi, prcteique 
25 pent egalemen ^ _ ^ ^ 

T iT^eltTLr conL une pathologic ou stunuler une reponse 

30 Parmi ies p sanguins, les hormones, les 

lvmphokm« . ml =^ prtcurseurs ou enzymes de synthese. les 

^ce. »- NGF T GF , GMF. aFOF. bFGF. NT3, NT5, 
35 ZZSZL : ApoAI, ApoAIV, etc ,FK « 
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05125 ) U dv^phine ou une rnU«une (FR 91H947). >• 

? >. . ^ suppresseuts de tumeurs : p53. Rb. Kapl A. 

JX. gfc.es suicides fthymiduK ^. dear.nase). «c. 

U gene .herap^que P- ^ eme "' * gtae °" r ^"Te 

OUW d0 "' 1KP T^ 7^01,,, cellulaires. De ttlta sequences peuvent. par 
*~ r ^-dlT^e cibl, . ARN coraplementaires dARNm 
eX 'T TJZXl W traduction en proteine. selon la technique decnte dans 
,e brevet EP 140 308 P» ^prennent egalement les 



ARNcibles(EP32l201). 



15 



20 



25 



r^mme indique plus but. 1'acide nucleique peut egalement comporter un ou 

ou Vanimal une reponse unmurutaire. Dans mod P ^ 
Mention ^et done la * ^ J mt contre * 

— TX £ - -I ^ no— de pep.es 
microorgamsmes, des v,rus ou ^ ^ ^ 

antigeniques specifiques du vmxs dEpstem Barr, du (£p 
B (EP 185 573). du virus de la pseudo-rage, ou encore species 

259 212). 

P^tieUernent 1'acide nucleique comprend egalement des sequences 
Preferenuellement, 1 aa ^ ^ le pepude 

p- - 50111 

anugetuque dans la cellule * ^ lorsque ^ sequences 

^IT^^ZTJ^l infect. U peut egalement s'agir de 
Mnt ^ptibles d f— ^ ^ .autres proteines. ou 

sequences d'ongine different vrespo ^ uences promotrices de genes 

^ ou «~ £ » ^ mtoe u ^ rtgjr „ 

^tTinted.^.Acet^.^tater parole. 
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, • « E1A MLP, CMV. RSV. etc. En outre, ces sequences 

mo n, d» gene <*TTJS^ «™< J* ^uence signa, ,** 
dans -."-^rr^, ^uqu, mais U p- ega>emen, 

-.!«« encore Vacide nucleique peut egalement comported en 
Par ^eurs ™coa, ^peuUque. «ne sequence dMgean. le produn 

sequence de localisation nucleaire. 

c^vre. !es -T-^'Zl** nudei,»e e. d'ameUorer ,e pouvoi, 

mnsfecam. U demanderesse en cenains 
colons de .'invention p« «« encore ple) , 

— — — aussibieninviro 

que in vivo. 

, H' vants utilises preferenUeUement dans les compositions selon 

f^Ttou* mo.ecde amphiphne compre^n. au morns u»e 
lipopolyanunes. cest-i-dire de tor. ^v^en, entre-eUes par 

*~ ny^hUe poiya^ne e, - des maiMes 

30 „ *as ^*~TZ£tZ£ZZ H 2 N.(-(CH, m -NH-»,H dan, 
to le cadre de rtovenud repond a Uformule g ' mbe ^ 

n n: rr: zz ~ ^ *. — 4 
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• ^ 1 et 5 inducement Encore plus 

petferentieUement, la region , VADN. 

de la spennmeayant conserve ses^et^ ^ 

fo^des^*— ^<^ le de „ ^ ^ des 

• ^ ^ U demaade de breve, EP 394 111. Ce«e 
Bpopolyanines <enes 1- defi,UeS i ^l. pour U F^to * 

decrit element un pn*** ^ qh utilise dans le cadre de 

Upopoiyanunes. De man*e ** a °*~£%5s> „„ U ^xy^ylanude 

te ******** ^z; g° 

r,a„*es adjuvants »«»*T*J £ Up JTLres. Uutilisation * 
rom positions de .'invention «- ^^'"J^ .e tapper, * *"•« * 

(anunes/phosphates) est f a*le. r >» 2 

^ „ cadre de U present mvenUon son to bp ^ w 

De maniere particuiieremen. ^ les conditions 

^ea.zwi— esc.d^je^-^, ^ „ 
, 0 physiologiques. D peuvent tee cs Y ^ ol4oy l-pdmitoylphos- 

„ di-sLoy.. 

pKatidylethanolantine IK™, N . m «hyles 1 a 3 fete lea 

phosphaidyletnanoUnune que 1 ^diacylglyctols, les 

'pnospnaudy.^. - ^losSX ****** Ms 

Mtimm en. 1 esasUloOMl e.GM^ ^ ^ ^ 

differents bp.des pm* . ^ ^ 

a pa* d^anes (exemp* • J£» ^ Upides 

m rr,r r^^-^ ,v " 46alemen ' 

Uhrunger.Bicchemistty). 

de 1' invention comprennent, en plus du 
PrfeferentieUement, les composiUons ^aients molaires 

35 ^c^d-ki^"- 0 ^^ 1 
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p^ereMiellement.deli5. 

™u realisation particulierement wamgeux. te compositions 

^UuUire. P— ^JZZU^ ^ea . ceuuies hepatites, 
°°° T ITJTvec les anuttonium. ou par attaque nucieophile des ammes du 

TZdkL dTpro^ines d'adhfeion. On peu. egalemen. enter ie 
cdiulaires ou de recepeurs de^ pro ^ ^ ^ 

5 l!l^"ZZ™«L »- ^copro.^. ou 

des immunoglobulins 

U. composition, selon Vmventic* peuvent etre fnrita en vu= 

^ e Tr v^pr-maceuuo.uerne„t P« « f^" 0 " 

conuament un venicure p e QU ^ 

35 ^-JT^ 
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, , ^riles isotoniques. ou de compositions scenes, notamment 
particulier de tfeatt sterilise* ou de serum physiologique, 

pennettentlaco^tu^ de solu , ^ ^ en 

pour Injection ainsi que le i^b* * ^ ^ du mode 

fonction de ^]^L**~^-»~»» 

d'administration utilise, de la paino^ 

la duree du traitement recherchee. 

t • compositions selon Invention peuvent etre 

*a E. «^J"J2L Werer d= manifce ti* efficae* des acdes 
«— t,^TX «t en partolier d«* «*ins types 

„ ud ei,ues dan, de nom**« W- ^ ^ ^ on 

ceMairestob.^emen.dfficto" ^ te 

^ cHer no<amme„« Ies fibroblast*. >« * ^ UJus^. 

^ rentes ,« .es »«-^ S> * genes in vivo. 

e"— son, sup«- » - — * 

itrs^EE- ^ « — . - — - 

„ poten.iali.4s «evees des compositions de Vinvenuon. 

, _, mies de vinvention constituent ainsi des outils 

vivo. 

U txesente invendo, «. I*. «1— » Wfc , d " eJffi """ eS 

30 ^ j:^.*— ■ — — — * 



Legendc des figures : 
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Rgure 1 • Efficacite de transfection du PEI800K a pH7 en fonction du rapport R 



' Efficacite detransfectionduPEISOOK a pH6 en fonction du rapport R. 
Efficacite de transfection du PEI800K en fonction du pH 
Comparison entre le PEI800K et la polylysine 



Test de cytotoxicity du PEI50K 
Efficacite de transfection du PEI50K en presence d'adjuvants 
EfficaciteduPEIpourlatransfectiondesceUulesHeLa 

Efficacite du PEI pour la transfection des cellules hepatiques et renales. 



Figure 4 
FigureS 
Figure 6 
Figure? 
10 Figure 8 

C^^Ld* d. PH pour >e —« d'ongonucl^des *» »» ~ 

15 embryonnaires 

F.gure 12 : EffiocM du PEI pour le transfer. d'ADN m wo 

FYFMPI F. 1 ■ Plasmides utilises pour le transfer! de genes in vivo 

Troi s types de consttuctions on, ete utilisees pour me«e en evidence 
des con^ de KnvenUon : Des plasmides compcrunt le gene ccdant 
7 hLJT<Uc) des plasmides comportan, le gene codant pour la B- 
M ^r^»«-P->- — ,e g*e c*a„. pour la 
chloramphenicol acetyl transferase (CAT). 

1.1. Plasmides comportant le gene Luc 

Le plasmide pCMV-luc comporte le promoteur du Cytomegalovirus (CMV). 
du pLide vecteur pcDNA3 Onvitrogen) par coupure avec 

Mlu I et Hifldin, situe en amont du g*ne codantpour la luoferase, msere 
aux sites Mlul et Hindffl dans le vecteur pGL basic Vector (Promega). 
Le plasmide pGL2-Luc est d'origine commerciale (Promega). 

Le plasmide T3RE-Luc contient un oligonucleotide 
correspondant a un element de reponse palindromique a rhormone thv^enne (Glass 
etal.. Cell 56 (1989) 697). 



25 



30 
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1 .2. Plasmides comportant le gene LacZ 

t «l B «nide oCMV-BGal (Clontech) comporte le promoteur CMV situe en 
du gL^Z^t pour la d-Escherichia ooli. Le vecteur 

I^Z^AOnlsUcZ) compel le meme une sequence de 

pSV-nls LacZ * phase e t en amont du gene 

loca lisaUon nuclear ( ^ *™ de la ^teine de fusion nls-p. 

UcZ. Cette construction permet lexpression oe ^ } 

^actosidasedans^ 

1.3. Plasmides comportant le gene CAT 

Us plasties .van. »« I*- ' e 84 " e ^Vto^SV 

„h W co, *ans«rase (CAT, » ^^7"^^ 
CAT1 e. SV40 (pSV40-CA-n on. e(4 puM« (Boutdler « aU ftc* 
^Pharmacol, e, B.L P^t 16 (1992) 959; de U*e e. * PNAS 90 (1993) 

7322). 

- Transfert d'acide nucleique dans les f ibroblastes. 
Cet exemple decrit le transfert du plasmide pGL2-luc dans des fibroblastes 
3T3 au moyen de polyethylene imine 800 000 Da. 

Protocole : Une solution 5.375 de PEI 800 K. est preparee et le pH est 
ajuste I rgTa une solution d'acide chlorhydrique 1 N. Cette soluuon est uUUse* 
pour les experiences de transfert de genes. 

j^oeote de transection : Us fibroblast m son. ensemencto dans une 
u 24^4 heures .van. h Section (50.000 on*, par pui<s). EUes son, 
r^v^^dep.^de^pacp^se.on.e^es.v.,: 

2 „. de plasmide e. differs volumes de U. sotation 5 375 pM d, 
W . • ™, rt'tauivalent de charges souhaite) sont dilues 

^ent dan, 50 pi *»"™ nouvdte ^ de 10 rrinu.es, 
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. lucif6rase Pour cela. le surnageant a ete incube en presence 
Dosage de la luciterase. rum lumiere 
~~, a „t de la luciferine, du coenzyme A et de 1 A i r, ei ia 

zrzzzzz » — • - — aw - 1— 

(Wood K. (1990) Promega Notes. 28). 

<*™« * — *" "1 iTlt ^U . TeUUve llgH, 
m o„,rem egalemen. ,»e I .a* - -~ 5 ^ 2 „ 

^as^seuldoroeun signalde 100 RLU envton. 
^ - EN de .a * «* - * h 

Ce, exen.ple «c* WW * -a » 
^^lesfibroblastesSTSparUPEKMK. 

3T3 sot ensemencte dans une boile 24 puits 24 heures 

.van. la Kansfecuon ^ « m rapport da charges 

quir .,i,es ^ * JtJL***. Deux points on. « 

realises en completant la quantue oe p ^ dg 

„ ^ (PROMEGA) - — JJX^lCI. - «~ - 

transfection. 100 pl de serum SVF est rajouie p 

heures apres. 

US tesultats obtenus sont represent sur U figure 2. 

Mttad* de Wecuon croit avec la ,uanti,e de plasmide utKe lo»d. 

Letticaciw uc ^ n « t (oGEM) n'a pas dapport pour 

25 la transection. CaddiUon d ADiN poneui 
la transection, 

. ^ dacides n^ues *. les = -de de 

influence du rapport amines/phosphates. 
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Cet exemple decrit le transfert d'acides nucleiques dans les fibroblastes a pH 
6 au moyen d'une composition selon Invention comprenant 1'acide nucleique et le 
PEI800K dans differents rapports R (amines/phosphates). 

Protocole : Une solution 5.375 mM de PEI 800 K est preparee et le pH est 
5 ajuste a 6 grace a une solution d'acide chlorhydrique 1 N. Cette solution est utilisee 
pour les experiences de transfert de genes. 

Les fibroblastes 3T3 sent ensemencees dans une boite 24 puits 18 heures 
avant la transfection (50,000 cellules par puits). Elles sont transfectees avec 2^ de 
plasmide pGL2-Luc par puits selon le protocole utilise dans l'exemple 2. 

10 ^ resultats obtenus sont presentes sur la figure 3. lis montrent que les 

compositions selon 1'invention sont particulierement efficaces dans toute une gamme 
de rapports R comprise entre 6 et 22. 
fXfMPT.E 5 - Eff icacite de transfection en fonction du pH 

Cet exemple decrit le transfert d'acides nucleiques dans les fibroblastes au 
15 moyen d'une composition selon Invention comprenant 1'acide nucleique et le PEI 
800K, dans differentes conditions de pH. 

Le protocole utilise est identique a celui decrit dans l'exemple 2. Le pH est 
ajuste par addition d'acide chlorhydrique IN. 

Les resultats obtenus sont presentes sur la figure 4. lis montrent que les 
20 compositions selon Invention peuvent etre utilisees a differents pH et notamment 
dans des zones de pH physiologique (pH 5 -8). 

pXF.MPLE 6 - Comparaison de l'efficacite de transfection du PEI et de la polylysine 

Cet exemple decrit les resultats comparatif s obtenus avec une composition 
selon 1'invention et avec un autre polymere cationique. la polylysine, pour le transfert 
25 d'acides nucleiques dans les fibroblastes. 

Protocole : La polylysine (PLL) utilisee dans cette experience est de la 
polylysine. HBr de poids moyen 50 K. La concentration finale en chloroquine est 100 
nM.LePEIestapH6. 
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Protocole • Us fibroblasts 3T3 sont ensemencees dans une boite 24 puits 
18h euresavant la transection (50.000 ceUules par puits). EUes sent tr^fect^ av^ 
plasmide pCMV-Luc selon le protege utilise dans «^ ^ 
Jfectees avec la PLL en presence de chlor^uine sont nncees » bo* de 2 ta« 
5 et mises dans du milieu avec 10 % de serum. L'express.on est arretee en 24 heures 

apr&s. 

Les resultats obtenus sont presentes sur la figure 5. lis demontrent clairement 
que les compositions selon Invention permettent de transferer des acides nucleiques 
dl les fiblastes avec une efficacite bien su^neure aox vecteurs polymenques 
10 cationiquesanterieurstelsquelapolylysine. 

FVKMPLE7 - Comparison de 1'efficacite de transf ection des Hbroblastes NIH 3T3 
p arlePEI50KetlePEl800K 

Get exemple decrit Vutilisation et la comparison de deux polymeres de PEI 
(PEI 50K et PEI 800K), pour le transfert d'acides nucleiques dans les cellules. 

Protocole : Us cellules sont ensemencees 24 heures avant la transection^ 
50 000 cellules par puits de 16 mm. Elles sont transferees avec le plasimde pCMV 
L lc Iplex, aveTpEI. U rap^ divalent molaire amine * 
d-acide nucleique varie de 6 a 45 equivalents. Pour chaque puu, on enlue separsme* 
le PEI et 2 w> d'ADN dans 50 pi NaCl (150 mM). Us soluuons sont e^te 
me langees. puis homogenisees. Apr* 10 minutes, ce volume est «^ 
Apr es 24 hies, les ceUules sont ly*es. la solution de lyse -tnfugee^ 
JLgeant utilise pour doser lactivite luciferase. U dosage de proteme est effectue 
IT! aliquot de ce sumageant par le test de BCA. Uactivite luciferase est expnmee 
en unite de lumiere (RLU)/10 secondes d'integration/mg de proteme. 

Les resultats obtenus sont presentes dans le tableau ci-dessous. 



15 



20 



25 



PEI 50K 
RLU/lOs/mg Prot 



O 



7 100 



6eq 



11 000 



9eq 



760 000 



18eq 



12 000 000 



45eq 



2 450 000 
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PEI 800K 
RLU/10s/mg Prot 



10 



6 253 



200 000 



16 700 000 



5 650 000 



525 000 
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^tats indiquen. dairemen, que le PEI 50K possMe to prcpn** 
Reclames aussi avantageuses que le PEI 800K. 
F yvn»l.F.8 • Test de cytotoxicitS du PEI 

Nous avons voulu tadier U »**• *— «■ *■ PH J° K *" 
Pour ceae etude, nous avons choisi le test MTT qu, perme. 

lvalue, la <*£*£%L„ ^vdrcgenase. U protect de Section 
*T I„ ttm ^ puits res« fixe (2 w>. U 

est le meme que dans lexemple I ' k rAD N va rie de 9 .24). Aprte 

echantillons est lue a 540 nm. 

U, rfsultats son, prfcentis sur !a figure 6. Us montren. «- dans les 

fibroblastes NIH 3T3. 

E2£EMPI£2 . Ufflisauon dun adjuvant pour ameliorer le pouvoir lansfectan, 

CM exempte deceit NflisaSor. de compositions selon Invention cornprenan, 
„ polvm" — e e. un adjuva* W~ — - - - ^ — 
DOPE); soit une lipopolyamine (le DOGS). 

Protocole : Ajout de la DOPE : 

equivalents molaires d'amine de PEI/phosphate d'ADN ont 
Quatre rapports equivalents m DOpE ^ ajoutes au 

W etudies : 6. 9, 18 et 21. Pour chaque P^^£*£ u 
25 melange PEI et ADN. Cette solution est ensuite utilisee pour 
decrit dans Vexemple 7. 
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v t du DOGS • Pour chaque puit. 4 equivalents molaires d'amine de 
3 ° U (soit 6 rlmoles de DOGS pour 6 nanomoles de 

U. r^ultats obtenus sent present sur la figure 7. lis montrent cl« 
hTdOPE ou du DOGS permet d'augmenter encore les propnetees de 
queVajoutdelaDOPEoudu DU p*™ ^ molaires SmiBB de 

lection, notamment pour des rapports aeq 

PEI/phosphatsd'ADNfaibles. 

UZM^ - Transfer! de gene dans les Cellules Hela 

Cet exemple demontre que les compositions selon Invention peuvent etre 
u ^" JTe tLfert de g*nes da, brents types cellulaires. et notamment 
dans les cellules de carcinome utenn Hela. 

, i*, cellules Hela sont ensemmencees 24 heures avant la 
Protocole : Les cellules n ^ectees avec 

^ ^ s^nnnnceUulesparpmtsdel6rnm. Biiessomensuiic 
transfecdon a 50.000 cellules p p ^ ^ u ^ yanB11B 

le plasmide pCMV Luc complexe so* avec 

(D OGS). Qua*e rapports d'^uivalents molaires : ^ , g 

SOOK/phosphate d'ADN ont ete etucue : 6. 9. 18. 21. La Upopo y 
^uivalen7molaires damine/phosphate (12 nanonomoles de DOGS). 

. ^c^t^Q <mr la f ieure 8. lis montrent clairement 

DOGS, notamment). 

UZmZll - Transfert de genes dans different type, cellulaires. 

i mnntre encore que les compositions selon Invention peuvent 

30 a pH 6. 
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,„ UeoG 2 sent ensemencees dans des boites 24 puits 24 heures 
Les ceUules HepG I torn en>c tnnsfectees avec le 



5 heures apr£s. 



10 



heures ap"». 

de milieu RPMI sans serum une heure . ^ ^ ^ desiree 
du piasmide PCMV-Luc^^-'— ; ^ „ maang& . Aprt s « 

et m son. dilues separemen. d^50 M> ^ Apt4s une nouvelle 

pjriode de 10 minutes. 400 pi de RPMI »ntj ^ ^ ^ de , 

Co^e, apr* » p, prf* Lesion ea 
heures de transection, 100 pi de serum 



arretee 30 heures apres. 

• • A. muscle lisse de lapin ont ete preparees comme 

r^^^---—- 
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transection. 

i o Tic montrent clairement 

que ,es commons selon Vinvemion f*nneaent 1, «*« 
cellulaires Iris varies et differents. 

^^.T^d'ADNp— ed^.e^pr^ denies 
^f.^tiondW^^opque. 

, ^n^ires de neurones ont ete preparees comme dec* par 
US T^TTTeslutes on, ete tran*e«*s av K 2 W de 
U ""T ^^tus^led'uneiementdertFonseirnormone 
TRE-Luc (comportant le gene w». 
^Idienne 13) et 0.5 d'ADN carrier par putt. 

Deux conditions experimental ont ete etudiees : 
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25 



30 
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9 equivalents d'amines par rapport aux phosphates : !« de plasmide a ete 
, ■ a o oa ui d'une solution aqueuse de PEI800K lOOmM, P H7. 

^ZIZZ** pTrapport au* phosphates *. pla^e . « 
tarodui, dans 3,33 )d d'une «**» 1— * ™»« lOOmM. pH7. 

» >» " ^ ' ^ *" *"f*? * NaS 

, SOfflM « „ pei , aussi «e dilue dan, u» deuxleme aliquote de 50*1 de N.C1 

fTuh. U milieur de Section a ensrite e* enleve e. remp>ac* par u -«« 
rXe tab .vec ou sans T3 (InM). Apres Mh. les cellules ont e,e lysees, >a 
itTde .vse centrifugee. e. le sumagean, uOlise pour dose, .'.cUv* lucrfense. 

Us result oUenus sou. pisen.es sur la figure 10. Us montren. clairemen, 
que ies ^positions — — P— de transferer de l'ADN dans » 
%2 ZZL. e« que l'ADN ainsi «ansfere est fonctonel pursue son acUvtte 
i Ipmiee en presence de T3. Dans ft***. contro,e erfectuee en presence du 
plasmide seul, aucune activite luciferase n'a ete detectee. 

FYB MP..F.13 - Transfer, ^oligonucleotides antisens dans une culture primaire de 
neurones embryonaires. 

Les experiences ont ete .ialisees sur des cultures primaires de neurones 
> ^arees comTLs 1'exemple 12. Apr* 36 h, les cultures ont ete transfectees avec 

alpha des hormones thyroidiennes. Sa sequence est la suivante : 
c 5 .. G CrGGGC1TCTGTrCCAT-3' 

Pour 4 puits de 250,1 de milieu de culture, les produits suwants ont ete 

^ ' 8 Ml d'une solution d'ODN a 0,25mM dilues dans lOpl de NaCl 150mM, et, 
' 2^8 pi dune solution aqueuse de PEI800K 12 mM. P H7. prealablement 
in dilues dans undeuxieme aliquot de5U pi de NaCl 150mM. 
J0 dnues ^ ^ ensuite ete melangees et 2 M du melange ont ete applies 

,es cellules pendant 45min. Le milieu de transection a ensuite ete enleve et 
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depara— y*™.^.™^* M « M *''' 
microscope a fluorescence. 

""T „,™ .'invention petmettent de irMstter d« oUgonucleobto 

^~Tvivo, dans to cerv<»» de souris nouveau-n«s. 

? ^ «o»v«au-nees. II demowre les proprietes pamcuberemen. 

phosphates. 

des sens nouvcu-nte. Pour cela, les souns on. ett 
j intracerebral <" ^ feuille en ectftt avec de la 

lununom4tte K. U990) ~^-*f2" 12 . m m0TOCTt cUirement 
tansfert est realise au moyen du plasmide saJ. 
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1. Composition comprenant au moms un 
cationique de formule generate (I) : 

XN-(CH 2 ) n -- 



EF^ l NT t T rArnQNS 

acide nucleique et un polymere 



(I) 



y(CH 2 ) n -Nl 
q 

10 - n est un nombre entier compris entre 2 et 10; 

n a sont des nombres entiers, 

' / I <ttmme p*q est teUe que le poids moleculaire moyen du polymere 
etant entendu que la somme p+q esi wu 4 r~ 

soit compris entre 100 et 10 7 . 

2 . Composition selon la revendication 1 caraclerisee en ce que, dans la 
15 formule (I), nest compris entre 2 et 5. 

3. Condon selon les —die— 1 - " ^ " 

4 oo-p^^^«--^ i,3c,, t , ^^s" 1 ' 

^ es, dJT,- >e I****- ™< ^ « ^ 

v™ ~Kn la revendication 4 caracterisee «a ce que le polymere est 

^e^elU — moven8 M 000 (PO800K,. 

m i™lWedesre»endicaSo^pre=Metitescanicteriseeence 

compris entre 0,5 et 50. 
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7. Common selon la revelation 6 caracterisee en ce que le rapport R 
est compris entre 2 et 50. 

8. Composition selon to revocation 7 taractensee e» « q- le rappor, R 
est compris entre 5 et 30. 

o Compositions selon fune des revocations prtceden.es oaraderisie en ce 
q ,eue cl^en P .us un ou p^eurs adjuvants » 

10 Composition seion to revocation 9 canraerisee en « que .'adjuvant est 
cHoisi pa™ les Upides. p-oteuie, *op*-<~ - P-»— ■H-W 

H. Composition seion to revocation 10 canted en ce que .'adjuvant 
est un lipide cationique. 

12. Composition s«.o„ 1a revocation 11 earache en ce que .e lipide 
cationique est une ou plusieurs Upopolyamines. 

13 Composition selon to revocation 12 caracterisee en oe que to 
^ZZ a la famule generate H 2 N.<-<CH) m -NH-)l-H dans laqueUe m 
Hpopo.yam.ne repond ' J^™ * , „ entier superieur ou egal a 

14. Composition se,on to revocation 13 

Upopolyamine est choisie parmi to "^r^";^ 05 ' 
c XwLylamide de to paWtoy.ptephaMyletool^narne (DPPES). 

,5. Composition se.on to revocation 10 caracterisee en ce que .'adjuvant 
est un ou plusieurs Upides neutres. 

16 Composition selon to revocation 15 canrcterisee en ce que to ou .es 

lepourvusde charge ionique cans.es conditions physiques. 

17. Composition seion to revocation 16 caraoensee en ce que le ou .es 
Upides neutres sont des Upides S 2 chaines grasses. 
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18 Composition selon la -vendication 16 caracul en « ,ue le oules 
18. Compos Meo^phosphaUdylSthanolamme (DOPE). 

5 (Ce n— .f ga.acoc*^,. les •* 

lesasialoGMletGM2). 

W . Conation selon la 1 oarac** en ce que Md. 

10 nucleiqueestunKitecfeoxyribonucleique. 

20 . Conation selon la —don 1 carac*risee en ce que ,'acide 
nucleique est tin aeide ribonucleique. 

B. Common se.«, U revendMon 19 ou 20 caraeuWsee en ce cue Vacide 
nudeique est modifle chimiquement 

22. Composition se,on U -evendication » » » — «* " " ^ ^ 
nucleique est unantisens. 

23 Onpcsita se.cn h. des tevendications 19 1 22 carac^risee en ce que 
I'acide nucleique comporte un gene thtopeutique. 

U Composition selon U revocation 9 caracterisee en 

^ x Equivalent molaire de phosphates 

20 de 0,1 a 20 equivalents molaires d adjuvant pour eq 
de Vacide nucleique, et. plus preferentiellement, de 1 a 5. 

25 Composition selon Tune quelconque des .venditor, pontes 
c^te en ce qu'eUe comprend un element de ciblage. 

.Com^onselon, — »^ 

recepteur ou fragment de itcepteur. 

„ Conation selon la .vendition 25 ou 26 en ce que 
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28 Common seta V»ne ,-ccnque des Actions prfcMenKS 
une formulation injectable. 

. Vime auelconque des revendications precedent 

une application sur la peau et/ou les muqueuses. 

30 ^ondunpoly^c^^^ 
pour le transfert d'acides nucleiques dans les cellules. 
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Figure 3 
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Figure j 
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Figure 6: Test de cytotoxicity du PEI 50 K 
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Figure 8 
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